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L’asma, una malattia infiammatoria caratterizzata da ostruzione 
generalmente reversibile delle vie aeree inferiori, spesso in seguito a 
sensibilizzazione da parte di allergeni, è una patologia molto comune, la cui 
diffusione ha visto un aumento negli ultimi venti anni. La principale 
alterazione caratteristica dell’asma è la riduzione del calibro delle vie aeree 
a causa della contrazione della muscolatura liscia bronchiale.  
Le cellule muscolari lisce si contraggono in seguito all’aumento della 
concentrazione intracellulare di calcio, che dipende principalmente 
dall’attività dei canali del Ca2+ di tipo L sensibili al voltaggio (VDCCs), la 
cui apertura è regolata dal potenziale di membrana. Pertanto per la 
contrazione della muscolatura liscia, risultano determinanti i fattori che 
regolano il potenziale di membrana, come i canali selettivi per gli ioni 
potassio. 
A livello delle cellule muscolari lisce esistono tre tipi principali di canali 
del potassio: i canali voltaggio-dipendenti (KV), i canali ATP-dipendenti 
(KATP) e i canali Ca
2+
- dipendenti (KCa). 
Cambiamenti nell’espressione o nell’attività di questi canali causano una 
variazione del potenziale di membrana, con conseguenti alterazioni 
nell’attività contrattile delle cellule di muscolatura liscia. I canali del 
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potassio rappresentano pertanto un potenziale target farmacologico 
importante per il trattamento dell’asma. 
In questo lavoro di tesi è stata studiata in vitro l’azione iperpolarizzante di 
potenziali attivatori dei canali del potassio mediante l’utilizzo di una tecnica 
di misurazione elettrofisiologica indiretta che permette di registrare le 
variazioni del potenziale di membrana delle cellule muscolari lisce 
bronchiali umane (BSMC). 
Tale tecnica prevede l’utilizzo della sonda DiBac3(4), il bis(1,3-acido di 
barbiturico)-trimetin oxonolo, un anione lipofilo capace di diffondere 
attraverso la membrana cellulare secondo il gradiente elettrico 
transmembranale. All’interno della cellula tale sonda è in grado di legarsi a 
membrane o proteine intracellulari incrementando la sua fluorescenza. A 
seguito dell’iperpolarizzazione causata dall’attivazione dei canali del 
potassio, si verificherà la fuoriuscita della sonda dalla cellula e diminuzione 
della fluorescenza.  
In questa tesi è stato valutato l’effetto di alcuni flavonoidi, metaboliti 
polifenolici a basso peso molecolare di origine vegetale, di cui è già stata 
dimostrata l’azione antiinfiammatoria, antiossidante e antiallergica. In 
particolare è stata valutata l’azione della naringenina, dell’apigenina e della 
luteolina sui canali del potassio. 
Una volta riscontrata una risposta iperpolarizzante è stata svolta una 
caratterizzazione  farmacodinamica preliminare, mediante l’utilizzo di 
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specifici bloccanti, per identificare i canali significativamente coinvolti in 





La contrazione della muscolatura liscia determina l’attività involontaria di 
vari distretti dell’organismo come le vie aeree, i vasi sanguigni e il tratto 
gastrointestinale. Pertanto difetti nella regolazione dell’attività contrattile 
sono causa di numerose patologie come l’asma, l’ipertensione e la 
costipazione. 
Le cellule muscolari lisce si contraggono in seguito all’aumento della 
concentrazione intracellulare di calcio, che interagisce con la calmodulina, 
formando un complesso capace di attivare la chinasi della catena leggera 
della miosina. Tale chinasi fosforila la Ser19 della miosina, con formazione 
del legame con il filamento di actina e conseguente sviluppo della 
contrazione muscolare [Kamm e Stull, 2001; Somlyo e Somlyo, 2003]. 
Le cellule muscolari lisce sono piuttosto eterogenee, tuttavia tutte 
presentano tre meccanismi che portano all’aumento della concentrazione di 
calcio intracellulare: rilascio di calcio dalle scorte interne inositolo 
trifosfato-dipendenti o indipendenti, l’apertura di canali ionici non selettivi 
[Albert e Large, 2006] e l’apertura dei canali del calcio voltaggio-
dipendenti (VDCCs) di tipo L o di tipo T [Cribbs, 2006]. Nella maggior 
parte delle cellule muscolari lisce la contrazione dipende soprattutto 




potenziale di membrana [Nelson et al., 1990]. Pertanto per la contrazione 
della muscolatura liscia sono determinanti i fattori che regolano il 
potenziale di membrana, come i canali selettivi per gli ioni potassio. 
All’interno della cellula la concentrazione del potassio è circa 25 volte 
maggiore rispetto all’esterno a causa della pompa Na+/K+ ATP dipendente. 
Come previsto dall’equazione di Nerst, quando i canali del K+ sono aperti il 
potassio tende a uscire per raggiungere il proprio equilibrio elettrochimico, 
portando il potenziale di membrana verso valori più negativi [Mackie e 
Byron, 2008; Korovkina e England, 2002]. Cambiamenti nell’espressione o 
nell’attività di questi canali causa quindi una variazione del potenziale di 
membrana, con conseguenti alterazioni nell’attività contrattile delle cellule 
di muscolatura liscia. I canali del potassio rappresentano pertanto un target 




L’ asma è una patologia che colpisce circa 300 milioni di persone nel 
mondo [Bousquet e Khaltaev, 2007] e la sua diffusione, così come quella di 
altre malattie ad eziologia allergica, è aumentata negli ultimi venti anni 




È una malattia cronica caratterizzata da infiammazione, iperreattività e 
rimodellamento delle vie aeree, con limitazione del passaggio d’aria 
[Bousquet e Khaltaev, 2007]. 
Lo sviluppo di corticosteroidi per inalazione e di agonisti β-adrenergici ha 
portato ad un deciso miglioramento nel trattamento dell’asma. Inoltre, 
grazie ad una maggiore conoscenza dei meccanismi patologici dell’asma, 
potranno essere sviluppati ulteriori farmaci innovativi [Adcock et al., 2008]. 
L’interazione tra fattori genetici e ambientali causa la sensibilizzazione ad 
allergeni ambientali, con l’insorgenza di patologie allergiche [Nolte et al., 
2001; Ho, 2010; Kauffmann e Demenais, 2012; Anto, 2012]. Poiché i cibi e 
le bevande contengono sia nutrienti pro-allergici che anti-allergici, i 
cambiamenti nell’alimentazione potrebbero essere uno dei fattori ambientali 
responsabili dell’aumento dell’incidenza di tale patologia [McKeerver e 
Britton, 2004; Devereux e Seaton, 2005; Raviv e Smith 2010; Nurmatov et 
al., 2011; Allan e Devereux, 2011]. 
I flavonoidi, composti polifenolici metaboliti secondari delle piante, assunti 
quotidianamente attraverso la dieta, possono avere un ruolo importante 
nella prevenzione e nella cura dell’asma in quanto possiedono potenti effetti 
antiossidanti, anti-allergici, anti-infiammatori e immunomodulatori [Tanaka 







1.1.1 I flavonoidi 
 
I flavonoidi comprendono un ampio gruppo di metaboliti polifenolici a 
basso peso molecolare di origine vegetale. Sono sostanze comuni nella dieta 
quotidiana, in quanto si trovano all’interno di frutta, verdura, noci, semi, 
fiori, radici, cortecce, cacao, tè, vino e caffè [Hollman e Katan, 1999; 
Middleton et al., 2000; Manach et al., 2004]. 
I flavonoidi condividono una struttura comune formata da 2 anelli aromatici 
(A e B), uniti da tre atomi di carbonio che formano un eterociclo con 
ossigeno (C) (Fig.1). Sono classificati in 6 sottoclassi: flavoni (luteolina, 
apigenina, baicalina), flavonoli (fisetina, kampferolo, quercetina, 
miricetina), flavanoni (esperetina, naringenina , eriodictiolo), isoflavoni 
(daidzeina, genisteina), antocianine (cianidina,  pelargonidina) e flavanoli 



















Fig.2: Struttura di alcuni flavonoidi. 
 
 
1.1.1.1 Azione antiinfiammatoria 
 
I flavonoidi hanno molti effetti a livello cellulare: sono antiossidanti, 
antiinfiammatori, anticancerogeni, antiobesità, antidiabetici, 
immunomodulatori e possiedono attività antiallergiche [Hollman e Katan, 
1999; Middleton et al., 2000; Chirumbolo, 2010; Magrone e Jirillo, 2012; 
Singh et al., 2011]. Inoltre studi epidemiologici hanno dimostrato un loro 
possibile ruolo contro le patologie croniche infiammatorie [Arts e 
Hollman,2005; Hooper et al., 2008]. 
I flavonoidi, in quanto potenti antiossidanti [Nijveldt et al., 2011; Korkina e 
Afanas’ev, 1997; Van Acker et al., 1995; Chang et al., 1993], giocano un 






quali possiamo infatti trovare  uno squilibrio tra i sistemi riducenti e 
ossidanti in favore di uno stato ossidativo, caratterizzato dalla presenza di 
specie reattive dell’ossigeno e dell’azoto esogene e endogene [Sahiner et 
al., 2011; Birben et al., 2012; Auerbach e Hernandez, 2012]. 
I flavonoidi mostrano un’attività antiallergica verso la sensibilizzazione 
IgE-mediata ad allergeni inalati, come acari della polvere o animali 
domestici, importanti fattori di rischio soprattutto per i bambini [Custovic e 
Simpson, 2012]. 
Attraverso studi in vivo sui ratti,  Fewtrell e Gomperts per primi hanno 
osservato che i flavoni inibiscono la secrezione di istamina da parte dei 
mastociti [Fewtrell e Gomperts, 1977]. La quercetina, un flavonoide 
assunto ad elevate dosi attraverso la dieta quotidiana, inibisce l’attivazione 
dei basofili umani stimolati dagli allergeni [Middleton et al., 1981; 
Middleton e Kandaswami,1992].  
I flavonoidi inibiscono inoltre la sintesi dell’ IL-4 e dell’IL-3 stimolata da 
allergeni e anticorpi anti-IgE [Higa et al., 2003; Hirano et al., 2004; Kawai 
et al., 2007]. La quercetina ha un effetto moderato sull’inibizione della 
sintesi dell’IL-4 con un IC50 tra 15,7 e 18,8µM. Luteolina, apigenina e 
fisetina sono i maggiori inibitori della sintesi dell’IL-4, con un IC50 tra 2,7 e 
5,8µM [Matsuda et al., 2002]. Questi flavonoidi inoltre inibiscono 
l’espressione del CD40 ligando (proteina espressa nei linfociti T) [Hirano et 




trascrizionali, come la proteina attivatrice-1 (AP-1) e il fattore nucleare 
delle cellule T attivate (NFAT) [Hirano et al, 2006a; Hirano et al, 2006b; 
Higa et al., 2003; Hirano et al., 2004; Kawai et al., 2007; Matsuda et al., 
2002] . Queste molecole sono pertanto potenziali inibitori naturali delle IgE 
in quanto per la differenziazione dei linfociti B in cellule mature secernenti 
IgE è necessaria sia l’interazione tra il CD40 ligando e il CD40 che l’azione 
dell’IL-4 o dell’IL-3 su i linfociti B [Yanagihara, 2003]. 
 
 
1.1.1.2 Azione antiasmatica in vivo 
 
Molti flavonoidi hanno mostrato di diminuire l’infiammazione delle vie 
aeree e il rilascio di IgE in modelli asmatici in vivo [Tanaka e Takanashi, 
2013]. 
In topi BALB/c sensibilizzati con iniezioni intraperitoneali di ovoalbumina 
(OVA), la luteolina (0.1, 1.0 o 10 mg/kg) sopprime la broncocostrizione e 
l’iperreattivita bronchiale, riduce i livelli nel siero di IgE OVA-specifici e 
di IL-4 e IL-5 nel liquido di lavaggio broncoalveolare, e aumenta i livelli di 
interferone gamma [Das et al., 2003]. L’azione preventiva sull’asma della 
luteolina, integrata con gli omega-3, è stata riscontrata anche in gatti nei 
quali è stato provocato broncospasmo allergene-indotto attraverso 




In topi OVA-sensibilizzati l’apigenina, somministrata i.p. a dosi di 5 o 10 
mg/kg prima dell’ultima somministrazione di OVA, inibisce fortemente le 
reazioni asmatiche, come l’aumento delle IgE del siero e l’iperreattività 
delle vie aeree [Choi et al., 2009]. Effetti simili si hanno con dosi di 2 o 20 
mg/kg i.p. [Li et al., 2010] . 
In modelli asmatici di topi OVA-sensibilizzati, la somministrazione orale di 
quercetina (10mg/kg) inibisce l’infiammazione eosinofila in un omogenato 
di polmone [Rogerio et al., 2007] mentre la somministrazione 
intraperitoneale (8 o 16 mg/kg) riduce l’espressione dell’IL-4 e aumenta 
l’espressione dell’INF-γ [Park et al., 2009]. 
In ulteriori esperimenti in vivo su Cavia porcellus OVA-sensibilizzato, la 
quercetina a dosi di 7.5 o 15 mg/kg p.o. inibisce fortemente e in modo dose-
dipendente la resistenza delle vie aeree sia nella fase precoce che nella fase 
tardiva dell’asma. Alla dose di 15 mg/kg inoltre inibisce la sintesi di 





1.2  I canali del potassio 
I canali del potassio sono proteine integrali di membrana che svolgono un 
ruolo fondamentale nel controllo di varie funzioni cellulari, come il tono 
muscolare, l’eccitabilità neuronale e cardiaca, il rilascio di 
neurotrasmettitori e la secrezione di ormoni. Sono canali selettivi per gli 




 ioni/sec. Sono presenti 
in cellule eccitabili e non eccitabili [Calderone e Martinotti, 2000]. 
Questi canali possono essere divisi in quattro classi strutturali considerando 
il numero variabile di domini transmembrana e la presenza di una o due 
regioni poro (Fig.3): 
 6 domini transmembrana e 1 regione poro 
 4 domini transmembrana e 2 regioni poro 
 2 domini transmembrana e 1 regione poro 
 8 domini transmembrana e 2 regioni poro [Gribkoff et al., 2001]. 
 
 





I canali del potassio possono inoltre essere classificati funzionalmente in 
base ai diversi meccanismi di attivazione e inattivazione, identificando 3 
grandi famiglie: 
 Canali voltaggio-dipendenti 
 Canali ATP-dipendenti 
 Canali Ca2+- dipendenti 
 
1.2.1 Canali voltaggio-dipendenti 
 
I canali del potassio voltaggio-dipendenti presentano un’ampia variabilità: 
sono stati identificati infatti almeno 30 geni differenti che codificano per la 
subunità α formante il canale ionico [Jan e Jan, 1997]. Sono state così 
individuate 9 famiglie (KV1-KV9), suddivise in ulteriori sottofamiglie, con 
caratteristiche strutturali simili. I canali voltaggio dipendenti sono tutti 
costituti da una subunità α, formata da 6 domini transmembrana (S1- S6), 
una regione poro localizzata tra i domini S5 e S6, porzioni ammino-
terminali e carbossi-terminali nello spazio intracellulare. Quattro subunità α 
si uniscono circondando il poro per formare canali tatramerici. Il dominio 
S4 conferisce la sensibilità al voltaggio. I domini transmembrana e le 
regioni del poro sono altamente conservati, mentre i segmenti che 
congiungono i domini e le catene N-terminale e C-terminale sono variabili, 




una porzione amminoacidica costante presente nel dominio N-terminale 
[Yu et al., 1996] (Fig.4). L’attività di questi canali può essere modificata 






Fig. 4: Struttura dei canali KV. 
 
La classificazione funzionale permette di distinguere tre tipi di canale 
voltaggio-dipendenti: KV, KA, KIR. 
I canali KV sono situati sulla membrana delle fibre nervose, delle fibre 
muscolari scheletriche e cardiache e in alcune cellule non eccitabili come le 
piastrine, gli epatociti e i linfociti [Conti e Neher, 1980; Standen et al., 
1985]. Sono attivati dalla depolarizzazione della membrana e, per la 
cinetica relativamente lenta, sono detti “delayed rectifer”. 
I canali KA, detti “transient”, si trovano nella membrana somatica delle 
cellule nervose e nelle terminazioni assoniche dei recettori sensoriali. Sono 
capaci di attivarsi e inattivarsi in seguito alla depolarizzazione.  
I canali KIR, detti “inward rectifer” o “anomalus rectifer”, permettono il 




l’esterno, normalizzando il potenziale di membrana in seguito alla 
ripolarizzazione [Quayle et al., 1997]. 
 
1.2.1.1 canali KV7 
 
I canali del potassio voltaggio attivati KV7 (KCNQ) rivestono un ruolo 
importante nella regolazione del potenziale di membrana, in quanto la loro 
funzione consiste nello stabilizzare la membrana ad un potenziale di riposo 
negativo, contrastando così l’eccitabilità elettrica di vari tipi di cellule 
[Robbins, 2001]. Si conoscono cinque sottotipi di questo canale (KV7.1-
KV7.5), ciascuno con una determinata funzione e distribuzione tissutale.  La 
struttura dei canali KV7 è analoga alla struttura dei canali del potassio 
voltaggio dipendenti [Delmas e Brown, 2005]. 
Gli attivatori dei canali KV7 sono la retigabina (Fig.5) e la flupirtina (Fig.6), 
che interagiscono con tutti i sottotipi tranne il KV7.1 poiché a livello 
transmembranale quest’ultimo sottotipo manca di un triptofano ritenuto 
essenziale per l’azione di questi composti [Schenzer et al., 2005; Wuttke et 















Fig.6: Struttura della flupirtina. 
 
I bloccanti dei canali KV7 sono la linopiridina (Fig.7) e il suo analogo più 
potante e selettivo XE-991 (Fig.8), in grado di bloccare tutti i sottotipi del 
canale a una concentrazione di 10µM, sebbene a concentrazioni maggiori 
sono stati riportati effetti anche su altri tipi di caneli del potassio [Schnee e 





















1.2.2 Canali ATP-dipendenti 
 
I canali del potassio ATP-dipendenti (KATP) sono ubiquitari e svolgono un 
ruolo importante nella regolazione di varie funzioni biologiche in molti 
tessuti, come quello miocardico, neuronale, pancreatico e muscolare liscio e 
striato [Asheroft e Asheroft, 1990]. 
Tali canali sono in grado di mettere in relazione lo stato metabolico della 
cellula e la loro eccitabilità [Nichols, 2006]. Il canale è infatti inibito 
dall’aumento della concentrazione intracellulare di ATP, che si lega al sito 
inibitore: il potenziale di membrana risulta così non influenzato dai 
movimenti di K
+ 
e la cellula muscolare si trova in uno stato eccitabile e può 
mantenere o sviluppare la contrazione. In caso di ridotto metabolismo 
energetico, legato all’aumento di ADP e alla riduzione del rapporto 
ATP/ADP, il canale risulta invece attivato, causando un efflusso di ioni 
potassio, iperpolarizzazione della membrana, con conseguente 
rilasciamento muscolare e aumento della resistenza agli stimoli [Nichols, 
2006; Calderone e Martinotti, 2000]. Tale meccanismo metabolismo-
dipendente fa sì che questi canali siano coinvolti in numerose attività 
biologiche come la contrazione cardiaca, il rilascio di neurotrasmettitori, le 
secrezione di insulina e il tono muscolare [Nichols, 2006].  
In condizioni fisiologiche questi canali sono inattivati e la loro attivazione 
rappresenta un meccanismo di protezione delle cellule in caso di traumi e 




I canali KATP hanno una struttura etero-ottamerica, composta da due tipi di 
subunità proteiche transmembrana: risultano infatti formati da 4 proteine 
della famiglia dei canali del potassio “inward rectifier” (Kir 6), formanti i 
pori transmembrana, ciascuna delle quali associata a una proteina SUR 
(recettori delle sulfaniluree) della famiglia delle ABC-Protein (ATP-binding 
cassette), formanti la porzione regolatrice, in quanto sensori del rapporto 









Fig.9: Struttura dei canali KATP 
 
Il canale è formato da due sottotipi di proteine Kir6, ovvero Kir6.1 e Kir6.2, 
e tre sottotipi delle SUR, ovvero SUR1 e le varianti di spilicing SUR2A e 
SUR2B [Inagaki et al., 1995; Matsuo et al., 2005].  
I domini transmembrana multipli (TM), che costituiscono le subunità SUR, 
sono disposti in tre gruppi: due gruppi formati da sei TM e un gruppo 
formato da cinque TM. La subunità SUR comprende anche due grandi 




nucleotidi trifosfato (NBD, Nucleotide Binding Domains) [Aguilar-Bryan 
et al., 1995]. 
L’ATP e l’ADP si legano a un sito intracellulare di Kir6.2, mentre alcuni 
nucleotidi, tra cui l’ATP, l’ADP, il GTP, il GMP e l’UDP, legati al Mg2+, 
interagiscono con i domini NBD attivando il canale [Gribble et al.,1997; 
Trapp et al., 1997]. 
 
1.2.2.1  Attivatori  e bloccanti dei canali KATP  
 
Sono stati descritti sia bloccanti che attivatori dei canali KATP.  
In particolare gli attivatori di tali canali (KATP Channel Openers, KATPCos) 
rappresentano un importante strumento farmacologico in quanto  l’apertura 
del canale determina l’iperpolarizzazione della membrana plasmatica, con 
riduzione dell’eccitabilità della cellula. I KATPCOs sono caratterizzati da 
una notevole diversità strutturale: possono appartenere alla classe delle 
cianoguanidine (pinacidil), delle benzotiadiazine (diazossido), delle 
tioformammidi (aprikalim), dei piridil-nitrati (nicorandil) e delle pirimidine 
(minoxidil sofato) [Mannhold, 2004]. La classe chimica più importante è 
quella dei benzopirano, il cui prototipo è rappresentato dal cromakalim 
[Ashwood et al., 1986]. 
Nonostante la variabilità strutturale, sembra che l’azione di queste sostanze 
sia dovuta al legame con lo stesso sito dei canali KATP. Fra i bloccanti dei 









Fig.10: Struttura della glibenclamide. 
 
 
1.2.3 Canali calcio-dipendenti 
 
I canali KCa si possono classificare in tre sottoclassi a seconda della 
conduttanza: 
 SK (small conductance, 2-25 pS) 
 IK (intermediate conductance, 25-100 pS) 
 BK (big conductance, 100-300 pS). 
I canali del potassio calcio-dipendenti sono attivati dall’aumento della 
concentrazione intracellulare del calcio.  
Il potenziale di riposo delle cellule muscolari lisce è di -60mV e un suo 
spostamento verso valori più positivi, dovuto alla depolarizzazione, causa 
l’apertura dei canali del calcio voltaggio-dipendenti, con conseguente 
ingresso di calcio nella cellula. Il calcio può entrare nella cellula anche 




canali del calcio o attraverso recettori non attivati da variazioni del 
potenziale elettrico. Alcune molecole endogene ed esogene attivano i 
recettori accoppiati alla proteina G, con attivazione della fosfolipasi C, che 
idrolizza il fosfatidilinositolo 4,5 difosfato a diacilglicerolo e inositolo 1,4,5 
trifosfato, che induce il rilascio di calcio dal reticolo sarcoplasmatico. 
L’aumento della concentrazione intracellulare di ioni calcio da un lato porta 
all’attivazione di una cascata di reazioni biochimiche aventi come effetto 
finale la contrazione della cellula muscolare, dall’altro attiva un 
meccanismo a feed-back negativo coinvolgente i canali del potassio. 
L’attivazione dei canali K+ calcio-dipendenti causa una fuoriuscita di ioni 
potassio dalla cellula, con conseguente iperpolarizzazione della membrana,  
inattivazione dei canali del calcio voltaggio-dipendenti, riduzione della 
concentrazione di calcio intracellulare e rilasciamento muscolare 
















Le tre sottoclassi dei canali KCa differiscono per la sensibilità al calcio e al 
voltaggio.  
I canali BK legano il calcio a livello della sequenza C-terminale, mentre i 
canali IK legano il complesso Ca
2+
-calmodulina, fattore che aumenta la 
sensibilità al calcio intracellulare [Wei et al., 2005; Khanna et al., 1999]. 
Inoltre i canali BK sono sensibili anche a variazioni del potenziale di 
membrana. A causa di tali fattori, questi canali possono agire nella stessa 
cellula in condizioni diverse: i canali IK, poiché risultano molto sensibili al 
calcio e insensibili a variazioni di voltaggio, possono essere attivi quando la 
membrana è iperpolarizzata, mentre i canali BK risulteranno invece chiusi 
[Perez-Zoghbi et al., 2008]. 
 
1.2.3.1 Canali SK 
 
I canali SK sono canali a bassa conduttanza, sono più sensibili al calcio dei 
canali BK e sono lievemente sensibili al voltaggio. Si distinguono tre 
sottotipi: SK1, SK2 e SK3 [Kohler et al., 1996]. 
Sono bloccati dall’apamina (peptide che si trova nel veleno delle api) e 
dalla d-tubocurarina [Kaczorowski e Garcia, 1999]. La presenza di un 
peptide simile all’apamina nel cervello dei mammiferi ha confermato il 






1.2.3.2 Canali IK 
 
I canali IK si dividono in due gruppi in base alla sensibilità al voltaggio.  
Quelli sensibili al voltaggio sono stati identificati in Alipsya californica 
[Meech, 1972] e nei neuroni di Helix aspersa [Meech, 1974]. 
Quelli insensibili al voltaggio sono espressi a livello dei globuli rossi di 
molti animali. 
Sono sensibili alla caribdotossina e al clotrimazolo, non all’iberiotossina, 
all’apamina e al chetoconazolo [Kaczorowski e Garcia, 1999]. 
Il clotrimazolo è stato utilizzato nell’anemia falciforme [Brugnara et al., 
1995], mentre gli attivatori sono studiati per un loro possibile impiego a 
livello vascolare e contro la fibrosi cistica [Edwards, 1998]. 
 
1.2.3.3 Canali BK 
 
A causa della sua alta conduttanza, il canale BK è il responsabile della 
maggior parte della corrente di ioni potassio verso l’esterno della cellula 
[Volk et al., 1991], ed è quindi in grado di avere una grande influenza sul 
potenziale di membrana [Calderone, 2002]. 
I canali BK possono essere attivati sia dall’ aumento della concentrazione 
intracellulare del Ca
2+





Sono canali espressi in molti tessuti, presenti in cellule eccitabili e non-
eccitabili, dove presiedono alla regolazione di molte funzioni [Nilius e 
Droogmans, 2001; Wu, 2001]. Per quanto riguarda le cellule non-eccitabili 
sono stati studiati, ad esempio, in cellule endoteliali, dove sono coinvolti 
nella sintesi e nel rilascio di fattori endogeni vasoattivi, regolando il tono 
della muscolatura vascolare [Sun et al., 2001].  
È stato osservato il ruolo di tali canali anche in cellule eccitabili, come nelle 
cellule nervose [Gribkoff et al., 1997; Robitaille et al., 1993; Gola e Crest, 
1993] o in quelle muscolari lisce [Volk et al., 1991; Perez e Toro, 1994; 
Kume et al., 1995; Vogalis, 2000; Tanaka et al., 2002], dove hanno un ruolo 
chiave nel modulare il tono vascolare, bronco-tracheale, uretrale, uterino e 
gastro-intestinale. 
A livello degli assoni terminali dei neuroni centrali sono sufficienti 
relativamente pochi canali per influenzare il potenziale di membrana, e 
quindi il rilascio di neurotrasmettitori [Gribkoff et al., 2001]. La 
depolarizzazione, causata dal potenziale d’azione, giunta al terminale 
sinaptico provoca l’attivazione dei canali del calcio voltaggio-dipendenti, 
con ingresso nella cellula di ioni Ca
2+
, che permettono il processo di 
esocitosi e rilascio di neurotrasmettitori nel vallo sinaptico. L’attivazione 
dei canali BK e la conseguente fuoriuscita di ioni K
+
 causano 
iperpolarizzazione, riduzione dell’ingresso di ioni Ca2+ attraverso i canali 




neurotrasmettitori. Si assiste infatti ad un aumento di neurotrasmettitori nel 
vallo sinaptico in presenza di bloccanti dei canali BK [Peterson e 
Maruyama, 1984]. Alla luce di tali evidenze i bloccanti dei canali BK sono 
studiati per migliorare le capacità cognitive. Inoltre, in quanto modulatori 
dell’ingresso del calcio, i canali BK sono studiati come possibili elementi 
neuroprotettivi, poiché elevate concentrazioni di calcio intracellulari sono 
responsabili dell’attivazione della cascata di reazioni che portano alla morte 
neuronale [Gribkoff et al., 2001]. 
I canali BK sono stati ampiamente studiati anche a livello vascolare dove 
causano iperpolarizzazione della membrana con chiusura dei canali del 
calcio voltaggio-sensibili e inibizione della vasocostrizione. Tale 
meccanismo può essere sfruttato per migliorare la capacità vasodilatatoria e 
per trattare malattie cardiovascolari [Saponara et al., 2006].  
 
1.2.3.3.1 Struttura dei canali BK 
 
I canali BK sono formati da due tipi di proteine: la subunità α e la subunità 
β. Il poro del canale è formato dall’assemblaggio di quattro subunità α 
[Toro et al., 1988]. Ogni subunità α risulta formata da undici domini: sette 
domini transmembrana (S0, S6) costituenti il “core” del canale, e quattro 
domini (S7, S10) formanti la regione “coda”. In quest’ultima regione si 
trova il sensore intrinseco del calcio intracellulare, che va a legarsi a un “EF 




[Schreiber e Salkoff, 1997]. A livello del dominio S4 si trova una sequenza 
di arginina alternata ogni tre posizioni (Arg.-- Arg.-- Arg--), che 
rappresenta il sensore del voltaggio. La selettività al potassio è dovuta ad 
una sequenza altamente conservata di aminoacidi glicina-tiroxina-glicina 
(GlyTyrGly, GYG) presente tra la subunità S5 e la subunità S6 
[Heginbotham et al. 1994]. 
La subunità β è formata da due segmenti transmembrana, con un loop 
extracellulare e le porzioni N-terminale e C-terminale intracitoplasmatiche.  
L’interazione tra la subunità α e la subunità β, permessa dalla porzione N-
terminale e dal dominio transmembrana S0 della subunità α, causa 
l’aumento della sensibilità al voltaggio e al calcio del canale [Jiang et al., 















La subunità β non è sempre presente ed è correlata con la variazione della 
sensibilità nei confronti di alcuni attivatori e delle proprietà di legame di 
varie molecole [Knaus et al., 1994, Tseng-Crank et al., 1996; Jang et al., 
1999; Wallner et al., 1999; Riazi et al., 1999; Uebele et al., 2000; Beherens 
et al., 2000; Brenner et al., 2000; Meera et al.,2000].  
La coespressione di entrambe le subunità provoca la variazione delle 
caratteristiche biofisiche dei canali BK: si assiste infatti allo spostamento 
del valore di potenziale di attivazione del canale da -60mV a -80mV 
[Kaczorowski e Garcia, 1999]. 
Esistono vari isotipi del canale BK che differiscono per sensibilità al calcio 
e al voltaggio, per la regolazione e le proprietà. Tali isoforme sono prodotte 
a causa di numerose varianti di splicing durante la trascrizione [Lagrutta et 
al., 1994; Tian et al., 2001; Zarei at al., 2001]. Sono state identificate 8 
isoforme della subunità β che influenzano in modo diverso le proprietà del 
canale BK [Knaus et al., 1994; Uebele et al., 2000; Xia et al., 1999]. Ad 
esempio, attraverso l’utilizzo di anticorpi marcati, nei canali BK presenti 
nell’apparato respiratorio è stata osservata la coespressione di entrambe le 
subunità, in particolare è stata identificata la presenza dell’isoforma β1 







1.2.3.3.1.1  Bloccanti dei canali BK 
 
I canali BK sono bloccati dal tetraetilammonio (TEA),in modo non 
selettivo, in quanto risulta bloccare anche altri tipi di canali del potassio 




Fig.13: Struttura TEA 
 
La 4-amminopiridina inibisce i canali BK, ma tale azione sembra dovuta ad 
una variazione del pH intracellulare, piuttosto che ad un legame 
competitivo con un sito di legame [Petkova-Kirova et al., 2000]. 
Un’importante classe di bloccanti dei canali BK è rappresentata da alcune 
tossine naturali di natura peptidica isolate dal veleno di scorpione costituite 
da 30-40 aminoacidi, con 3-4 ponti disolfuro [Legros et al., 1999]. Tra 
queste troviamo la caribdotossina (ChTX) isolata da Leiuris 
quinquestriatus, l’iberiotossina (IbTX) isolata da Bothus tamulus e la 
limatossina (LbTX) isolata da Centruroides limbatus, tutte costituite da 37 
aminoacidi [Kaczorowski e Garcia,1999]. L’IbTX e la LbTX bloccano in 
modo selettivo i canali BK con un IC50 di 1-5 nM, mentre la ChTX agisce 
anche su i canali KCa e KV, fattore limitante per il suo utilizzo sperimentale. 




grazie ad interazioni elettrostatiche ed idrofobiche con la regione esterna 
del poro, impedendo il passaggio degli ioni [Attali et al.,1992; Giangiacomo 
et al., 1992]. È stato osservato che un residuo di lisina (Lys 127) è 
l’elemento chiave per il meccanismo d’azione di queste tossine: infatti dopo 
il legame di questi bloccanti con il canale, tale aminoacido risulta in 
prossimità del sito di legame del potassio. A seguito del legame del potassio 
al canale si ha una repulsione elettrostatica che coinvolge l’ε ammino 
gruppo della Lys 127, con destabilizzazione del legame tra la tossina e il 
canale BK [Kaczorowski e Garcia, 1999]. 
Per studiare la distribuzione dei canali BK nei tessuti e le loro 
caratteristiche farmacologiche e biochimiche sono state utilizzate tali 
tossine peptidiche radiomarcate. In particolare, l’uso di ChTX marcata con 
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I ha permesso di scoprire bloccanti di natura non peptidica: indoli 
diterpeni appartenenti alla famiglia di micotossine isolate da funghi del 
genere Penicillium, Aspergillus e Claviceps [Knaus et al., 1994 a]. Tra 
questi il più studiato è la paxillina (Fig.14), capace di bloccare i canali BK 
con un Ki di 10nM [Knaus et al., 1994 b], il cui sito di legame è a livello 









La tetrandrina, un alcaloide bis-benzil-isoquinolinico isolato da radici di 
Stephania tetraendra, un’erba medicinale cinese utilizzata per trattare 
l’ipertensione e l’angina pectoris, sembra avere proprietà bloccanti [Wang e 
Lemos, 1992; Wu et al., 2000], benché esistano risultati contraddittori 







Fig.15: Struttura tetrandrina 
 
1.2.3.3.1.2 Attivatori dei canali BK 
 
Esistono molte molecole che attivano i canali BK, detti BK-openers o BK-
activators.  
I canali BK possono essere attivati da fattori endogeni come  alcune specie 
reattive dell’ossigeno [Sobey et al., 1998], l’ossido nitrico [Bolotina et al., 
1994; Da Silva-Santos e Assreuy, 1999; Sobey e Faraci, 1999], gli acidi 
diidrossiecosatrienoici [Lu et al., 2001] e il cGMP, grazie a una proteina-
chinasi cGMP-dipendente [Williams et al., 1988; Taniguchi et al., 1993]. I 
canali BK possono inoltre essere attivati dal legame al recettore AT2 




possiede un’attività vasorilasciante AT2-mediata [Dimitropoulou et al., 
2001]. 
Infine anche l’acido γ-amminobutirrico (GABA) attiva i canali BK nella 
muscolatura liscia non vascolare [Calderone et al., 1999] e nelle arterie 
[Jacob et al., 2000]. 
Esistono molecole naturali attive sul canali BK.  
Il resveratrolo (Fig.16), composto fenolico contenuto nel vino, svolge 
numerose azioni tra cui l’inibizione del metabolismo dell’acido 
arachidonico nei leucociti e nelle piastrine [Kimura et al., 1995; Pace-
Asciak et al., 1995] e l’attenuazione della contrazione antigene-indotta della 
trachea [Ragazzi et al., 1988]. Grazie a studi condotti su cellule endoteliali 
delle vene ombelicali, è stato osservato che il resveratrolo attiva i canali BK 
con un EC50 di 20µM, indipendentemente dalla concentrazione di ioni 
calcio. La sua azione è inibita dalla presenza di IbTX e paxillina, ma non 






Fig16: Struttura del resveratrolo. 
 
Tra i composti naturali riconosciuti quali attivatori dei canali BK è presente 




considerato uno dei composti maggiormente responsabile degli effetti 
terapeutici del Saiboku-tu, una miscela formata dagli estratti di dieci erbe 
(tra cui la Magnolia officinalis e la Glycyrrhiza glabra), usato come cura 
contro l’asma nei paesi asiatici. Il magnololo aumenta la probabilità di 
apertura dei canali BK. La sua azione è inibita dall’IbTX e dalla paxillina, 
ma non dalla glibenclamide [Wu et al., 2002]. 
Un’altra importante classe di BK-openers di origine naturale sono i 
flavonoidi, come la naringenina che mostra analogie strutturali con il 
resveratrolo per quanto concerne la distribuzione degli ossidrili. È stato 
osservato che apigenina e kaempferol attivano i canali BK in ovociti di 
Xenopus laevis, e la parte farmacoforica comune di questi flavonoidi è 
simile a quella presente in NS004, un arilbenzilimidazolone attivatore dei 







Fig.17: Struttura dell’NS004. 
 
È stato osservato che l’ossidrile in posizione 5’ è una condizione necessaria 
per l’attivazione dei canali BK da parte dei flavonoidi: infatti la 




su aorta di ratto, antagonizzato dal TEA e dall’IbTX, mentre altri 
flavonoidi, come il 5-metossiflavone, il 7-idrossiflavone e il 4’-
idrossiflavanone, provocano un vasorilasciamento non antagonizzato 
dall’IbTX, quindi non dovuto all’attivazione dei canali BK [Calderone et 
al., 2001]. 
Anche alcune molecole di sintesi sono in grado di attivare i canali BK 
attraverso meccanismi diversi [Calderone, 2002]: ad esempio il diazepam, 
farmaco utilizzato per i disturbi dell’ansia, nello stato epilettico e nella pre-
anestesia, attiva i canali BK delle arterie di maiale [Jacob et al., 2000]. I 
canali BK risultano attivati dall’acetazolamide [Picckers et al., 2001], 
dall’idralazina, usata nel trattamento dell’ipertensione, antagonizzata dal 
TEA e dall’IbTX [Bang et al., 1998] e da alcuni FANS derivati dell’acido 
N-fenilantranilico, come l’acido flufenamico [Li et al., 1998]. 
Fra i principali attivatori sintetici i più studiati sono l’NS004 e l’NS1619, 
aventi struttura benzimidazolonica. 
L’NS1619(1-(2’-idrossi-5’-trifluorometilfenil)-5-trifluorometil-2-(3H)-
benzimidazolone) causa un efflusso di ioni potassio all’esterno di cellule 
muscolari isolate di aorta bovina, che si riduce in presenza di ChTX e di 















Attraverso la tecnica del patch clamp è stato osservato che con 
concentrazioni di NS1619 di 3 e 30µM aumenta rispettivamente di 5 e 138 
volte la probabilità di apertura dei canali BK, che non si attivano in assenza 
di calcio [Olesen et al., 1994]. 
Considerando le funzioni dei canali BK nei vari distretti dell’organismo, i 
BK-openers potrebbero essere efficaci nella modulazione e nel controllo 
dell’ipereccitabilità neuronale e muscolare, rappresentando dei farmaci 
promettenti contro l’asma, l’incontinenza, l’iper-motilità gastro-enterica, 
l’ipertensione, le convulsioni e l’ansia [Calderone, 2002; Pelaia et al., 2002; 
Berger e Rusch, 1999; Starret et al., 1996]. 
L’utilizzo terapeutico dei bloccanti dei canali BK invece sembra confinato 
al trattamento di pochi disordini neuronali, come la depressione o problemi 
di memoria, o al trattamento sintomatico di alcuni disordini cognitivi, come 






1.3. I canali del potassio nell’apparato respiratorio 
Le cellule della muscolatura liscia respiratoria (ASMCs) esprimono vari tipi 
di canali per il potassio, che rivestono un ruolo importante nel mediare le 
risposte a stimoli contratturanti e rilassanti, rappresentando pertanto un 
potenziale target per lo sviluppo di nuovi farmaci per il trattamento 
dell’asma e della broncopneumopatia ostruttiva cronica (BPCO) [Sausbier 
et al., 2007]. 
Nelle cellule muscolari lisce dell’apparato respiratorio sono presenti almeno 
tre tipi di canali del K
+
: i canali voltaggio sensibili (KV), i canali calcio- 
sensibili a larga conduttanza (BK) e i canali ATP-sensibili (KATP) [Ye et al., 
2008]. 
Le ASMCs umane hanno potenziali di membrana instabili, detti “potenziali 
a onde lente” [Thirstrup, 2000], tuttavia raramente si raggiunge un valore 
tale da innescare il potenziale d’azione grazie al grande efflusso di ioni 
potassio, che contrasta l’eventuale depolarizzazione. I canali del potassio 
risultano pertanto i responsabili della stabilità elettrica delle cellule di 
muscolatura liscia respiratoria [Yost, 1999; Thirstrup, 2000; Miura et al., 
1992]. 
In studi condotti su i ratti è stato osservato che la corrente di ioni potassio in 
uscita in ASMCs è dovuta ai canali BK e ai canali KV [Liu et al., 2003]. Il 
potenziale a riposo sembra essere dovuto maggiormente alla corrente 




avere alcun effetto: infatti l’inibizione dei canali KV causa un aumento del 
potenziale di riposo, che non avviene con l’inibizione dei canali BK.  
Quest’ultimi canali risultano avere un ruolo nella modulazione della 
contrazione delle cellule muscolari lisce respiratorie, in quanto la loro 
inibizione aumenta gli effetti contrattili indotti dall’endotelina 1 e inibisce il 
rilassamento indotto da isoprenalina [Liu et al., 2003]. 
Alcune ricerche hanno invece evidenziato che i canali BK siano i maggiori 
determinanti dei potenziale a riposo in ASMCs fetali. Tali discrepanze sono 
state giustificate con il fatto che gli studi sono state effettuati su specie 
diverse [Snetkov et al., 1995; Snetkov at al., 1998]. 
Così come nelle cellule di muscolatura liscia vascolare, l’attivazione dei 
canali BK in ASMCs con broncodilatatori fisiologici (NO) o terapeutici 
(isoprenalina) causa iperpolarizzazione, inibizione dei canali del calcio 
voltaggio-dipendenti e inibizione dell’ingresso di calcio nella cellula, con 
conseguente rilasciamento. Tuttavia non è chiaro il meccanismo con cui i 
canali siano attivati da questi agonisti, che sembra riducano il calcio 
intracellulare con meccanismi diversi [Bay e Sanderson, 2006].   
L’osservazione che gli inibitori dei canali del calcio voltaggio-attivati non 
hanno effetti nella segnalazione calcio-mediata indotta da agonisti [Perez e 
Sanderson, 2005], non sono broncodilatatori [Sausbier et al., 2007] e che la 
delezione dei canali BK in topi transgenici riduce la contrattilità delle vie 




suggeriscono che il contributo del potenziale di membrana nella regolazione 
della concentrazione di calcio intracellulare in cellule di muscolatura liscia 
respiratoria sia minima [Perez-Zoghbi et al., 2009]. 
Alla luce di queste osservazioni il ruolo dei canali BK nella contrazione 
delle ASMCs rimane controverso e dovrà essere pertanto oggetto di 
ulteriori studi. 
In studi effettuati su cellule di muscolatura liscia delle vie aeree è stato 
osservato che durante l’asma sono presenti alterazioni del potenziale di 
riposo Em e dell’attività e dell’espressione dei canali KV, che risultano 
strettamente associati con l’iperreattività bronchiale tipica di tal patologia. 
A questo scopo sono stati condotti studi a livello tissutale, cellulare e 
molecolare.  
Con una tecnica di misurazione di tensione isometrica, è stato osservato che 
l’attività dei canali KV nel regolare la contrazione muscolare diminuisce in 
tessuti muscolari di ratto asmatico rispetto ai ratti normali. Lo stesso 
risultato è stato ottenuto in caso di tessuto umano [Zhao et al., 2005; Liu et 
al., 2003; Cai et al., 1997]. 
A livello cellulare attraverso la tecnica del patch clamp, è stato osservato 
che la corrente attraverso i canali KV diminuisce in miociti bronchiali di 
ratti asmatici rispetto a ratti normali [Liu et al., 2003]. 
Infine  l’espressione dell’mRNA codificante per il canale KV1.5 risulta 




sensibilizzate rispetto al controllo. L’espressione di altri sottotipi recettoriali 
dei canali KV invece non presenta cambiamenti significativi [Cheng et al. 
2004; .Waldron et al., 1998].  
Alla luce di tali studi  si può osservare pertanto che le cellule di vie aeree di 
animali asmatici o di umani allergene-sensibilizzati presentano un’attività 
minore dei canali KV e un aumento del potenziale di riposo rispetto ai 
controlli, con conseguente aumento dell’eccitabilità cellulare e comparsa 
dell’iperreattività delle vie aeree, caratteristica dell’asma [LIU XS e  XU YJ, 
2005].   




2. SCOPO DELLA RICERCA 
Il potenziale di membrana delle cellule muscolari lisce dell’apparato 
respiratorio è determinato dalla conduttanza del potassio. L’attivazione dei 
canali del potassio induce iperpolarizzazione, con inibizione 
dell’attivazione dei canali del calcio voltaggio-dipendenti, inibizione 
dell’ingresso di calcio e conseguente miorilasciamento. Pertanto gli 
attivatori di tali canali possono rappresentare un target farmacologico 
importante per il trattamento dell’asma, caratterizzata da ostruzione delle 
vie aeree inferiori a causa della contrazione della muscolatura liscia 
bronchiale. 
In questo lavoro di tesi è stata studiata in vitro l’eventuale azione 
iperpolarizzante di alcuni flavonoidi e il potenziale coivolgimento in tale 
iperpolarizzazione dei canali del potassio. A tale scopo è stata utilizzata una 
tecnica di misurazione elettrofisiologica indiretta che permette di registrare 
le variazioni del potenziale di membrana di cellule muscolari lisce 
bronchiali umane. Questo modello sperimentale prevede l’utilizzo della 
sonda DiBac3(4), il bis(1,3-acido di barbiturico)-trimetin oxonolo, un 
anione lipofilo capace di diffondere attraverso la membrana cellulare 
secondo il gradiente elettrico transmembranale. All’interno della cellula tale 
sonda è in grado di legarsi a membrane o proteine intracellulari 




incrementando la sua fluorescenza. Attraverso l’attivazione dei canali del 
potassio, si verificherà l’iperpolarizzazione della membrana cellulare, con 
fuoriuscita della sonda dalla cellula e diminuzione della fluorescenza. 
In particolare in questo lavoro di tesi è stata valutata l’azione 
iperpolarizzante della naringenina, della luteolina e dell’apigenina.  
 




3. MATERIALI E METODI 
3.1 Materiali per la sperimentazione in vitro 
3.1.1 Linee cellulari 
 
In questa sperimentazione sono state utilizzate linee cellulari di BSMC, 
costituite da cellule di muscolatura liscia bronchiale umana (Bronchial 






Fig.19: BSMC a confluenza. 
 
3.1.2 Mezzo di coltura 
 
Il mezzo utilizzato per la crescita cellulare è il Medium 231 (Cascade 
Biologics, Invitrogen), contenente aminoacidi, vitamine, minerali e sali 
inorganici. A questi sono aggiunti una miscela di penicillina/streptomicina 
all’1%, per evitare contaminazioni di funghi o batteri, e un fattore di 




crescita per cellule muscolari lisce, l’SMGS (Smooth Muscle Growth 
Supplement, Invitrogen), una soluzione contenente ormoni, estratti di 
tessuti, FBS (Fetal Bovine Serium), insulina e altri elementi per fornire le 
proteine necessarie alla crescita cellulare. Tale mezzo è conservato in 
frigorifero e riscaldato a 37° al momento dell’uso. 
 
3.1.3 Sostanze e soluzioni tampone 
 
Durante l’esperimento sono state utilizzate le seguenti sostanze: 
 DMSO (Carlo Erba) 
 DiBac4(3) (Invitrogen) 
 NS1619 (Sigma-Aldrich) 
 Naringenina (Enzo Life Science) 
 Luteolina (Extrasynthese) 
 Apigenina (Extrasynthese) 
 Tetraetilammonio, TEA (Sigma-Aldrich) 
 Iberiotossina, IbTX (Sigma-Aldrich) 
 Glibenclamide (Sigma-Aldrich) 
 XE-991(Tocris) 
 Soluzione tampone: Buffer Standard costituito da una miscela di sali 
e con pH di 7.4 (pH fisiologico) a temperatura ambiente con 
composizione riportata nella Tabella 1. 




Soluto M PM g/L   
HEPES 20mM 238,30 4,776   
NaCl 120mM 58,44 7,013   
KCl 2mM 74,56 0,419   
CaCl2.2H2O 2mM 147,82 0,296   
MgCl2. 2H2O 1mM 203,31 0,203   
Glucosio 5mM 198,17 0,991   
 
  Tabella 1 : Composizione Buffer Standard. 
 
 
3.1.4 Soluzioni utilizzate 
 
La sonda DiBAC4(3) è solubilizzata in DMSO ottenendo così una soluzione 
madre di 500 µM, stoccata in congelatore. Le aliquote saranno 
ulteriormente diluite in Buffer Standard in modo tale da ottenere una 
concentrazione di 2,5 µM. 
NS1619 è solubilizzato in DMSO al fine di ottenere una soluzione di 2mM 
che è ulteriormente diluita in Buffer Standard per ottenere una soluzione di 
10µM. 
La naringenina è solubilizzata in DMSO in modo da ottenere una soluzione 
di 20mM, successivamente diluita in Buffer Standard per ottenere una 
soluzione di 1mM. Questa è ulteriormente diluita in un veicolo costituito da 




Buffer Satndard e DMSO al 10% per ottenere soluzioni di 300µM, 100µM, 
30 M, 10 M, 3 M e 1µM. 
La luteolina è solubilizzata in DMSO così da ottenere una soluzione di 
20mM, successivamente diluita in Buffer Standard per ottenere una 
soluzione di 1mM. Questa è ulteriormente diluita in un veicolo costituito da 
Buffer Standard e DMSO al 10% per ottenere soluzioni di 300µM, 100µM, 
30µM, 10µM, 3µM e 1µM. 
L’apigenina è solubilizzata in DMSO così da ottenere una soluzione di 
20mM, successivamente diluita in Buffer Standard per ottenere una 
soluzione di 1mM. Questa è ulteriormente diluita in un veicolo costituito da 
Buffer Standard e DMSO al 10% per ottenere soluzioni di 300µM, 100µM, 
30µM, 10µM, 3µM e 1µM. 
Il tetraetilammonio è solubilizzato in Buffer Standard al fine di ottenere una 
soluzione di 10mM. 
L’iberiotossina è solubilizzata in acqua così da ottenere una soluzione di 
100nM. 
La glibenclamide è solubilizzata in DMSO in modo da ottenere una 
soluzione di 2mM, che viene ulteriormente diluita in  Buffer Standard per 
ottenere una soluzione 10µM. 
XE991 è solubilizzato in Buffer Standard in modo da ottenere una 
soluzione 10 µM. 
 




3.2 Protocollo sperimentale 
Il protocollo sperimentale prevede l’utilizzo di una cappa a flusso laminare 




La prima fase del protocollo prevede lo scongelamento delle cellule. 
Le cellule infatti sono conservate all’interno di criotubi, contenenti il mezzo 
di coltura e dimetilsolfossido  (DMSO) al 10%, posti in un dewar 
contenente azoto liquido. Il mezzo di coltura costituisce un mezzo 
seriologico in cui le cellule sono quiescenti e il DMSO è un criopreservante 
necessario a ridurre la formazione di cristalli di ghiaccio all’interno della 
sospensione cellulare. 
Dopo aver prelevato il criotubo, questo viene immerso nel bagnomaria in 
modo tale che lo scongelamento avvenga velocemente, evitando che il 
DMSO a temperatura ambiente danneggi le cellule. 
La sospensione è trasferita quindi in una falcon e vi si aggiungono 
gradualmente alcuni ml di mezzo di coltura, agitando continuamente in 
modo che le cellule si equilibrino col mezzo. 
La sospensione è centrifugata a 800g per 5 minuti. 
Il surnatante ottenuto è aspirato e il pellet è risospeso delicatamente in 
alcuni ml di mezzo di coltura. 




Il contenuto della falcon è quindi trasferito in una fiasca T75, che viene 
posta in un incubatore a 37°C con un’atmosfera controllata costituita dal 
5% di CO2 e dal 95% di aria. 
I giorni seguenti si effettuano lavaggi con soluzione salina PBS (Phosphate 
Buffered Saline) per eliminare eventuali cellule morte e residui cellulari, e 
il mezzo vecchio è sostituito con mezzo di coltura nuovo. Questi ultimi 
passaggi sono ripetuti fino a che le cellule crescendo raggiungono lo stato 
di confluenza, cioè fino alla formazione di un monostrato di cellule 




La seconda fase del protocollo prevede la piastratura, ossia la semina delle 
cellule in una piastra idonea all’esperimento: in questo caso si utilizza una 
piastra sterile per la lettura spettrofluorimetrica cioè una multi-well nera da 
96 pozzetti con fondo trasparente rivestito da un sottile strato di poli-L-
lisina per facilitare l’adesione cellulare. Per favorire ulteriormente 
l’adesione cellulare nei pozzetti sono introdotti 100µL di gelatina all’1% 
(Gelatin from porcine skin, Type A, Sigma-Aldrich), che saranno aspirati 
prima della piastratura, al fine di creare un film sottile di adesione cellulare 
alla base dei pozzetti. 




Si procede poi con la tripsinizzazione, ossia il distacco delle cellule dalla 
fiasca tramite l’utilizzo della tripsina, un enzima proteolitico. Si aspira il 
mezzo vecchio dalla fiasca, si effettua un lavaggio con alcuni ml di PBS per 
eliminare il siero che inibisce l’azione dell’enzima e si aggiungono 3ml di 
Tripsina + EDTA (Sigma-Aldrich), precedentemente diluita in PBS con 
proporzioni di 1:3. La fiasca, per facilitare l’azione della tripsina, è quindi 
messa in incubatore pochi minuti, dopo i quali si controlla al microscopio 
ottico se la tripsina ha agito staccando le cellule dal fondo della fiasca. Si 
aggiungono quindi circa 7 ml di mezzo di coltura per neutralizzare la 
tripsina e si trasferisce la sospensione cellulare all’interno di una falcon. 
Si procede con la conta cellulare, che prevede l’immissione di 20 µl di 
sospensione cellulare nella camera di Burker (Fig.20) e il conteggio delle 
cellule utilizzando il microscopio. La camera di Burker è costituita da un 
supporto con un pozzetto dove introdurre la sospensione, che si distribuisce 
per capillarità al di sotto del vetrino coprioggetto. Osservandola al 
microscopio è possibile vedere il reticolo costituito da 9 quadranti di 1mm
2
 
delimitati da 3 linee,
 all’interno dei quali vi sono 16 quadranti più piccoli 
delimitati da 2 linee.
 
Sapendo che in 1 mm
2
 ci sono 0,1 µl di sospensione 
cellulare, si risale al numero di cellule totali e quindi al volume di 
sospensione necessaria per ottenere i ml contenenti il numero di cellule da 
seminare nei pozzetti. Questo esperimento infatti prevede l’immissione di 
100 µL di sospensione cellulare contenenti 25.000 cellule in ogni pozzetto.  











Fig.20: Camera di Burker e visualizzazione dei quadranti. 
 
Si effettua quindi la semina e la piastra è posta nell’incubatore. 
La sospensione cellulare in eccesso è immessa in una nuova fiasca così da 
avere la crescita  delle cellule, che torneranno a confluenza e potranno 




Le cellule piastrate sono incubate per 24 ore in modo che aderiscano al 
fondo, raggiungendo uno stato di confluenza in ciascun pozzetto. 
Si procede quindi aspirando il mezzo di coltura e aggiungendo la sonda 
fluorescente, il bis(1,3-acido di barbiturico)-trimetin oxonolo DiBac4(3), a 
una concentrazione di 2,5µM. Questa sonda appartiene alla famiglia dei 
Bis-oxonoli anionici, che sono in grado di distribuirsi ai due lati della 
membrana cellulare secondo il gradiente elettrico transmembranale, 
legandosi alle proteine intracellulari con un aumento della fluorescenza. 




Durante la depolarizzazione della membrana si ha un aumento dell’ingresso 
della sonda anionica nella cellula, a cui segue un aumento della 
fluorescenza. Durante l’iperpolarizzazione della membrana, causato 
dall’attivazione dei canali del potassio, si ha invece un aumento 









Fig.21: Rappresentazione del funzionamento della sonda DiBac4(3). 
 
La sonda è quindi incubata per un’ora, dopo la quale si effettuano 3 letture 
spettrofluorimetriche utilizzando un lettore multipiastra (Enspire, Perkin 
Elmer) intervallate 2,5 minuti l’una dall’altra, alla lunghezza d’onda della 
fluoresceina (488nm/520nm) per misurare la fluorescenza basale. 
Seguendo lo schema sperimentale, si procede aggiungendo nei pozzetti i 
bloccanti del canale del potassio o il Buffer Standard, incubando 











Si aggiungono infine gli attivatori del canale del potassio o le sostanze di 





60’ di incubazione con la 
sonda DiBac4(3) 





Durata totale dell’esperimento 2h 
 
Fig.22: Rappresentazione schematica dell’esperimento. 
 
La sostanza di riferimento utilizzata è NS1619 alla concentrazione di 
10µM, che rappresenta il 100% dell’effetto iperpolarizzante. 
Per confermare che l’azione iperpolarizzante è attribuibile all’attivazione 
dei canali BK, è stata valutata l’azione dei flavonoidi in presenza del 
tetraetilammonio (TEA, bloccante aspecifico dei canali del K
+
) alla 
concentrazione di 10mM, dell’iberiotossina (IbTX, bloccante selettivo dei 
canali BK) alla concentrazione di 100nM, della glibenclamide (bloccante 
selettivo dei canali KATP) alla concentrazione di 10µM e del XE991 
(bloccante selettivo dei canali KV7) alla concentrazione di 10µM. 
3 letture 2 letture 12 letture 




3.3.4 Analisi dei dati 
 
I valori del potenziale di membrana sono espressi come variazione di 
fluorescenza, calcolata attraverso la seguente formula: 
 
ΔF = Ft – F0 
 
F0 = fluorescenza basale prima dell’aggiunta dell’agente iperpolarizzante 
Ft = fluorescenza al tempo t dopo l’aggiunta dell’agente iperpolarizzante 
 
La variazione di fluorescenza è calcolata rispetto ai valori basali. 
Il dato è espresso come percentuale rispetto alla massima diminuzione di 
fluorescenza causata dall’agente iperpolarizzante di riferimento. 
L’analisi dei dati è elaborata tramite l’utilizzo del software Graph Pad 
Prism 5.0. 
 
L’analisi statistica è condotta attraverso il test statistico ANOVA a due vie 
e test del t di Student. Un valore di P<0,05 è stato considerato come limite 
di significatività. 
Gli effetti dose-dipendenti dei flavonoidi in esame sono stati analizzati con 
l’equazione di Hill che consente di costruire curve concentrazione-risposta 
e calcolare i parametri di pEC50, cioè la concentrazione di flavonoide in 




grado di indurre il 50% della risposta iperpolarizzante causata dall’NS1619 








4. RISULTATI E DISCUSSIONE 
I flavonoidi, composti polifenolici di origine naturale, sono stati 
ampiamente studiati per i loro effetti benefici a livello cardiovascolare [Toh 
et al., 2013], mentre  risulta ancora poco approfondito il possibile ruolo 
positivo a livello dell’apparato respiratorio. 
In studi precedenti è stato osservato il ruolo importante dei flavonoidi nella 
prevenzione e nella cura dell’asma concentrando l’attenzione 
esclusivamente sugli effetti antiossidanti, anti-allergici, anti-infiammatori e 
immunomodulatori di queste molecole [Tanaka e Takahashi, 2013]. È stata 
infatti ampiamente dimostrata la loro azione antiossidante, meccanismo 
probabilmente sopravvalutato in quanto non sufficiente a giustificare  tutte 
le azioni attribuibili ai flavonoidi, e in contrasto con il fatto che flavonoidi 
con strutture diverse, ma con analogo potere antiossidante in quanto 
polifenoli, presentano azioni differenti.  Gli effetti biologici dei flavonoidi 
pertanto non possono essere attribuiti esclusivamente alla loro capacità 
antiossidante, ma anche a meccanismi farmacodinamici specifici. In 
precedenti lavori su muscolatura liscia vascolare murina, è stato osservato 
che flavonoidi diversi hanno la capacità di attivare vari canali del potassio, 
con una soddisfacente correlazione struttura-attività, in particolare tutti i 
flavonoidi in grado di interagire con tali canali presentano un ossidrile in 




posizione 5 dell’anello biciclico [Calderone et al., 2001]. Tale correlazione 
è stata ulteriormente avvalorata da studi recenti in cui è stato dimostrato che 
flavonoidi 5-idrossi-sostituiti possiedono un’azione cardioprotettiva su 
modelli sperimentali di ischemia di riperfusione del miocardio con 
meccanismo attribuito all’attivazione dei canali del potassio mitocondriali 
[Testai et al., 2013]. Tale evidenza è stata ulteriormente confermata con 
l’utilizzo di naringenina [Testai et al, 2013].  
I canali del potassio rappresentano un target molto studiato per la 
farmacologia cardiovascolare, mentre la comprensione del loro ruolo nella 
farmacologia respiratoria risulta ancora incompleta. Infatti solo 
recentemente  l’interesse della farmacologia si è indirizzato in tale 
direzione, in quanto anche la muscolatura liscia respiratoria sembra essere 
controllata dai canali del potassio, con un profilo diverso rispetto alla 
muscolatura liscia vascolare, che risulta essere più reattiva. Entrambi i tipi 
di muscolatura liscia esprimono canali simili (canali KATP, canali BK) e 
recenti evidenze sperimentali riportano la presenza dei canali KV7 (KCNQ) 
anche nella muscolatura liscia respiratoria. È stato infatti osservato che 
l’attivazione dei canali KV7 con l’agonista flupirtina causa 
iperpolarizzazione e riduce in vivo la contrazione causata dall’attivazione 
dei recettori muscarinici [Evseev et al., 2013]. 
In questo lavoro di tesi sono stati esaminati gli effetti di tre flavonoidi 5-
idrossi sostituiti (naringenina, apigenina e luteolina) su un modello 




sperimentale di colture cellulari di muscolatura liscia bronchiale umana 
(BSMC), con alto potenziale traslazionale. In particolare è stata valutata la 
capacità di indurre effetti elettrofisiologici rilevanti, cioè cambiamenti 
significativi del potenziale di membrana. Successivamente, attraverso 
l’utilizzo di bloccanti, è stato studiato il meccanismo d’azione.  
I tre flavonoidi testati hanno prodotti effetti significativi su BSMC, 
causando effetti iperpolarizzanti sulla membrana cellulare.  
L’aggiunta di naringenina nel range tra 1mM e 3µM ha causato effetti 
iperpolarizzanti in modo concentrazione-dipendente, raggiungendo l’effetto 
massimale a concentrazione di 300µM (79±1% rispetto 












































































































































Fig.23: Effetto iperpolarizzante indotto da concentrazioni crescenti di naringenina, 
espresso come percentuale della risposta iperpolarizzante indotta dal riferimento NS1619 
10µM. 




Un profilo tendenzialmente analogo dal punto di vista qualitativo e 
quantitativo è stato esibito da apigenina, che ha dato una risposta massimale 
alla concentrazione di 300µM (88±14% rispetto all’iperpolarizzazione 































































































Fig.24: Effetto iperpolarizzante indotto da concentrazioni crescenti di apigenina, espresso come 
percentuale della risposta iperpolarizzante indotta dal riferimento NS1619 10µM. 
 
 
Il comportamento di questi flavonoidi risulta coerente con la somiglianza 
strutturale tra le due molecole, che differiscono per la presenza (apigenina) 





Fig.25: Confronto tra la struttura di apigenina (a) e naringenina (b) 
a b 




Gli effetti iperpolarizzanti di luteolina emergono a concentrazioni minori, 
rispetto agli altri due flavonoidi analizzati, con effetto massimale parziale a 
concentrazioni di 30µM (61±6% rispetto all’iperpolarizzazione indotta dal 






























































































Fig.26: Effetto iperpolarizzante indotto da concentrazioni crescenti di luteolina, espresso come 




La naringenina ha portato una risposta iperpolarizzante concentrazione-
dipendente con un paramentro di pEC50 di 4.01±0.11, sovrapponibile 
all’azione dell’apigenina che mostra un’azione iperpolarizzante 
concentrazione-dipendente con un parametro di pEC50 di 3.94±0.07. La 
luteolina invece induce un’azione iperpolarizzante concentrazione-




dipendente con un parametro di pEC50 di 4.78±0.07, con un indice di 
potenza maggiore di quasi un ordine di grandezza (Fig.27).  

































































Acquisito il dato sull’effetto iperpolarizzante dei flavonoidi in esame, la 
seconda fase di studio si è rivolta alla possibile identificazione dei target 
farmacologici attraverso l’utilizzo di bloccanti più o meno specifici dei 
canali del potassio. In particolare è stato utilizzato il TEA come bloccante 
non selettivo di molti sottotipi di canali voltaggio-operati, l’iberiotossina 
come bloccante dei canali BK, la sulfanilurea glibenclamide come 
bloccante per i canali KATP. Inoltre, in virtù del ruolo precedentemente 
descritto dei canali KV7 nell’apparato respiratorio, è stato ritenuto 




importante valutare il ruolo di questi ultimi canali attraverso l’utilizzo del 
bloccante selettivo XE991. 
Gli effetti iperpolarizzanti di naringenina non sono stati alterati dal 
bloccante XE991 e sono stati modestamente (non significativamente) 
influenzati da TEA ed iberiotossina. Viceversa il blocco dei canali KATP, 
attraverso l’impiego della glibenclamide, ha portato ad una significativa 












































































































































Fig.28: Variazione dell’effetto iperpolarizzante di naringenina100µM in presenza di TEA 10mM, 
di iberiotossina 100nM, di glibenclamide 10µM e di XE991 10µM, espresso come percentuale 
della risposta iperpolarizzante indotta dal riferimento NS1619 10µM . 
  
 
Un profilo sovrapponibile è stato mostrato da apigenina: XE991 e 
iberiotossina non ne hanno influenzato gli effetti iperpolarizzanti, il TEA 




influenza in modo non significativo l’azione iperpolarizzante mentre la 











































































































































Fig.29:Variazione dell’effetto iperpolarizzante di apigenina 300µM in presenza di TEA 10mM, di 
iberiotossina 100nM, di glibenclamide 10µM e di XE991 10µM, espresso come percentuale della 
risposta iperpolarizzante indotta dal riferimento NS1619 10µM . 
 
 
Dai dati raccolti emerge un maggior coinvolgimento dei canali KATP 
rispetto ai canali BK nella risposta iperpolarizzante di naringenina e 
apigenina su cellule di muscolatura liscia bronchiale umana. Tale 
muscolatura sembra pertanto mostrare delle differenze rispetto alla 
muscolatura liscia vascolare, in cui gli effetti iperpolarizzanti e 
vasorilascianti di naringenina e apigenina sono maggiormente attribuibili 




all’attivazione dei canali BK e in minor misura all’attivazione dei canali 
KATP [Calderone et al., 2004]. 
Tali differenze sembrano attenuarsi nel caso dei dati raccolti con l’utilizzo 
di luteolina: in questo modello gli effetti iperpolarizzanti sono antagonizzati 
da glibenclamide, anche se un contributo all’iperpolarizzazione totale 
sembra arrivare anche dall’attivazione dei canali BK, a causa del blocco 
parziale che si verifica con l’utilizzo di iberiotossina. L’attivazione dei 
canali KATP e dei canali BK risulta pertanto in linea con quanto osservato in 


































































































































Fig.30:Variazione dell’effetto iperpolarizzante di luteolina 10µM in presenza di TEA 
10mM, di iberiotossina 100nM, di glibenclamide 10µM e di XE991 10µM, espresso 
come percentuale della risposta iperpolarizzante indotta dal riferimento NS1619 10µM . 





Per concludere in questo lavoro sperimentale per la prima volta sono stati 
valutati gli effetti di flavonoidi su cellule di muscolatura liscia respiratoria 
umana. In questo modello è emersa la capacità di indurre iperpolarizzazione 
con meccanismi di attivazione riconducibili ai canali KATP, parzialmente 
supportati da possibili meccanismi secondari di attivazione dei canali BK. 
Gli effetti iperpolarizzanti attesi possono essere correlabili ad un’azione 
broncodilatatoria, che dovrà essere confermata da esperimenti funzionali su 
organo isolato e su opportuni modelli in vivo, lasciando intravedere 
un’interessante e innovativa prospettiva di utilizzo dei flavonoidi per il 
trattamento di patologie respiratorie a ampia diffusione, come l’asma 
bronchiale.  
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